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1.緒 言
 グルタチオ ンS一トランスフェラー・ゼ(GST)は 親電
子性化合物 と還元型グルタチオンとの抱合反応を触媒
し,疎 水性化合物を水溶性の増加 した物質に変換する。
GSTは 広 く生物界 に分布 しているが,哺 乳動物の肝
GSTは,食 物等を介 して摂取 される生体異物や体内
で生 じる有害な中間代謝産物の解毒に 関 る こ とが そ
の機能的役割の一端と考え られている1'2)。 とうもろ
こしなどの栽培植物か らもGSTは 分離 され て い る
が3・5),そ の生理的役割については 明らかで はない。




 GSTの もう1つ の基質であるグルタチオ ンは各種
野菜類に含有されてお り,ほ うれん草可食部 中には平
均値 として15.5mg/100 g存 在する6)。従 って,ほ う
れん草中にもGSTが 存在する可能性があるので,今
回,ほ うれん草か らGST活 性を検出することを試み
た。
2. 実 験 方 法
1. ほうれん草中のGST活 性の検出
 1)抽 出液の調製
 新鮮な市販のほうれん草を購入 し,実 験材料として
用いた。品種は特定 していない。ほうれん草を水洗し,
根部を除いて1009秤 量 した。細切 した後,冷0.1M
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リン酸 カ リウム緩衝 液(pH 6.5)120 mlを 加 えて ミキ
サー に30秒 間か け,破 砕液 を作製 した。10枚 重ねの ガ
ーゼで破砕 液を ろ過 し,ろ 液を70,000×9で60分 間
遠 心分離 した。
 2)硫 酸 ア ンモニ ゥム分画
 分 離 した遠心 上清 に氷 冷下 で硫 安を 少 量 ず つ 加 え
なが ら撹伴溶解 させ,30%飽 和濃 度 と した。 次 い で
10,000×9で10分 間遠心 分離 した 。得 られた上清 に硫
安 を添加 し,60%飽 和濃 度 と した 後,10,000×9で10
分間 遠心分離 した。沈殿物 を冷15%グ リセ リン ー0.1
Mリ ン酸 カ リウム緩 衝 液(0.5mM Ethylenediami-
netetraacetic acid(EDTA)含 有, pH 7.4)に 溶解 した。
 3)Sephadex G-25を 用 いた ゲル ろ過
 ユ5%グ リセ リン・0.1Mリ ン酸 カ リウム緩 衝液(pH
7.4)で 平衡化 したSephadex G-25を ガ ラス カ ラムに
充 てん し(ゲ ル層1.5cm×30 cm),こ れ をゲル ろ過
に用 いた。上記硫 安沈殿 の溶解 液 を カラム にか け,15
%グ リセ リンー0.1Mリ ン酸 カ リウム緩 衝 液(pH 7.4)
で 溶出を行 い(0.5ml/min),2mlずつ分 画採取 した。
 ここで得 た溶出液を用 い てGST活 性 を検討 し,ま
た,8-Anilinonaphthalene-1-sulfonate(ANS)との結合
につ いて も検討 を加えた 。
 4)GST活 性 の測定
 GST活 性の測定 は, Boothら7)の 方法 を一部 改変 し
て行 った。 反 応液の基本組 成 は,0.3M酢 酸 緩 衝 液
(pH 5.4)1. O ml,蒸 留水1.2ml,30 mM還 元型 グル チ
ォ ン溶液0.5ml,30 mM 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB♪ エタ ノール溶 液0・1m1,酵 素標 品溶液0.2ml
で あ り,CDNBを 添 加す る ことによ り反 応を開始 し


































埜光)の測定は， Kettley G 9)の方法に準じて測定した。
ANS醤光測定用反応液(1.0 ml)は， 0.lMリン酸
カリウム緩衝液 (pH7.4)， 6%グリセリン， 0.2mM
EDTA， 1 mM還元型グルタチオン， 50μMANSおよ
び試料液から成り，室温で反応させた後，目立分光鐙
光光度計 (650-10型)を用いて励起波長 405nm(ス
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図2 グルタチオン S-トランスフエラーゼ活性測定条件の検討
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Oxidized Glutathione 10→ 
10-4 










Crystal Violet 2X 10-5 
5X 10-6 
2 X 10-6 
Rose Bengal 2X 10-5 
5 X 10-6 
2 X 10-6 
Erythrosine 5 X 10-6 
5XlO-7 
Phloxin巴 5X 10-6 
5X 10-7 
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